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シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 1種 で あ る カ ス バ ー ゼ フ ァ ミ リ ー (c aspas efamily)[イ ン タ ー ロ イ キ ン 1β変換酵素
(interle ukin-1β-C O n V erting enzym e,I C E)/セ ト3(celldeath abn o rn 1 al-3, C E D-3) フ ァ ミリ
ー1 は細胞死 誘導機構 にお ける主要な
構成要素であり, 抗Fas/AP O-1(C D 95)抗体, 抗癌剤, お よ び放射線 な どの 種 々 の 刺激に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘導に お い て 重
要な経路 をなす こ とが 報告さ れ て い る . 本研 究で は神経膠芽腫 で の 壊死巣 の 発生 機構 を明らか にする た め に, 神経膠腫 におけ
るカ ス バ
ー ゼ1(I C E), カ ス バ ー ゼ 2[IC E/C E D-3 ホモ ロ グー1 L(IC E/C E D-3 ho m ologu e-1 L,IC H-1I)l, カ ス バ ー ゼ3【シ ス テイ
ン プ ロ テ ア ー ゼ p3 2(cystein pr ote a s ep3 2, C P P 32)/ヤ マ (Ya m a)/ア ポ パ イ ン (apopain)] の 発現を, 逆転写 (r e v e r s e
tra n s criptio n, RT)-P C R法, イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 , 免疫組織化学法を用い て検討 した. さ ら に神涯膠芽腫に お い て は, D N Aニ ッ
ク末端標識法を用 い て ア ポ ト ー シス 細胞 を同定 し, 壊死 巣と アポ ト ー シス 細胞 , お よ び カス バ ー ゼ 発現細胞の 局在関係 を評価
し た. 手術標本より得 られ た 13例 の 神経膠脛 (星細胞腫2例, 退形成星細胞腫5例 , 神経膠芽腫6例), お よ び対照脳(て ん か
ん脳)3例を対象と した . R TIP C R法で は カ ス バ ー ゼ 1 mR N Aの 発現 を退形成星細胞脛5例中2例, 神経膠芽膿6例中6例 に検出
し た. カ ス バ ー ゼ 2 mR N A, カ ス バ
ー ゼ3 mR N A は対照脳3例 と神経膠腫13例の す べ て に認め られ た . イ ム ノ ブ ロ ッ ト法で は ,
カ ス バ ー ゼ 1蛋白 と カ ス バ ー ゼ 3蛋白 は , 退形成星細胞膿か ら神経膠芽腫 にお い て 発現量が増加 して い た . 一 方 , カス バ ー ゼ
2蛋白 は対照脳 にも認め られ た が , 神経膠魔の 中で は 神経膠芽腫 に お い て 最も発現量が増加 して い た . 免疫 組織化学法で は カ
ス バ ー ゼ 1蛋白が 5例中3例の 退形成星細胞腫 と6例中6例 の 神経膠芽腫 に おい て , 膿瘍細胞 に発現が認め ら れ た . カ ス バ ー ゼ
3蛋白 は6例中6例の 神経膠芽腫 の 壊死巣 の 周囲を含め た 大部分の 腫瘍細胞 に発現が み られ た . カス バ ー ゼ 2蛋白は神経膠芽腫
の 壊死巣 の 周囲 の 腫瘍細胞 の み に発現 が認 め ら れ た . 神経膠芽腫 に お い て D N Aニ ッ ク 末端標識法 で の 陽性細胞 は壊死巣の 周
囲に多く認 め ら れ た . 以上 の 結 果 より, 神経膠腫 にお い て は, 腫瘍 の 悪性化 に伴 い カ ス バ ー ゼ1, カ ス バ ー ゼ2, 及 びカ ス バ
ー ゼ3の 過剰発現 が認 め ら れ た. ま た , 神経 膠芽腫 の 組織学的特徴で ある壊死巣 の 形成 に は, カ ス バ ー ゼ2 を中心 と した カ ス
バ ー ゼ 2及び カ ス バ ー ゼ3の 過剰発現 に よ る アポ ト ー シス 誘導が 関与 し てい ると推察さ れ た.
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神経膠芽腫 【gliobla sto m a, 世 界保健機構 (W o rld He alth
Organiz atio n, wn 0)脳腫瘍悪性度分類 Ⅳ度】 は, 外科的治療 の
みで は 完全治癒 が期待 できな い 悪性腫瘍 である . こ の 腫瘍 に対
して は 手術 に加えて放射線療法, 化学療法, 免疫療法 を含む薬
学的治療が行 わ れ て い る が , そ の 長期治療成簡 は梅 め て 不 良で
ある 1)2). 神経 膠芽腫 の 組織学的特徴 と し て は, 核 の 異 形成,
細胞退形成, 細胞分裂像 の 増加, 血 管 内皮細胞 の 増殖 , 及び壊
死 巣 の 存在 であ る が り , 特 に後 者 の 2 つ は 退 形成星細胞腫
(an aplastic a stro cyto m a, W H O脳腫瘍悪性度分類 Ⅲ度) と神経
膠芽膿とを区別する特徴的なもの で ある . 神軽 膠芽腫 に お け る
血 管新生 の 機構 に つ い て は , 血 管 上 皮性増殖国子 (v a s c ula r
endothelialgr o wth fa cto r) などの 増殖国子が低酸素状態で過剰
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発現す るた め と 説明さ れ て い るが :-卜 5), 壊死 巣の 発現機構 に つ
い て は ほ と ん ど解明さ れ て い な い . Tachiba n aら6)7) は, 壊死 巣
周閲の 腫瘍細胞 に, ア ポ ト ー シ ス (自爆死 , aPOptO Sis)酬) の シ
グナ ル を誘導す る 膜受容体 の 一 つ で ある Fa s/A P O-1(C D 95)
m)
の 発現が み ら れ る こ と, また 形態学的に ア ポ ト ー シ ス に陥 っ た
細胞もFa s陽性細胞の 周囲に認め る こ と を報告 し, 神経膠芽膿
の 壊死 巣の 発生 にお ける Fa s/Fa sLigand系 の 関与を示唆 した .
近年の 様々 な研究より, ア ポ ト ー シス は あ る 共通 の 機構に よ
り制御 さ れ て い る と 考え ら れ て い る . 線 虫 C" ≠ 〝如血鉦 琉
摘 卯 邪 の 発 生過程 にお い て ア ポ ト ー シ ス 実行遺伝子 と して発
見 され た セ ト3(c ell de athabn o r mal-3, C E D-3) は , 哺乳類で は
イ ン タ ー ロ イ キ ン 1 β変換酵素 (inte rle ukin-1βp c o n v e rting
平成9年､11月28日受付 , 平成10年2月 3 日受理
Ab br e viatio n s: bp, ba s epairs; CED-3, Cellde ath abn o r m al-3; G A P D H, glyc e raldehyde-3-pho sphate
dehydroge n as e;I C E,interle ukin-1β- C O n V e rting en zyme ;I C H-1L,IC E/C E D-3 ho m ologu e-1 L ; PBS, phosphate-
bu触 redsalin e; R T, r e V e r S etra n S Cription
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e n zym e,I C E) と 相同性 を有 し, その 過剰発現 に よ り細胞 に ア
ポ ト ー シス を誘導する Il卜 Ⅰ3). 現在まで にIC E と構造的相同性
を有 し た 遺伝子は , 少 なく と も10種類同定 さ れ て お り , カ ス
バ ー ゼ フ ァ ミーj - (c a spa s efa mily) と 命名さ れ て い る14)1 5). お
の お の の 蛋白 は, 前駆体 と して 合成 され , 蛋白分解 を受ける こ
とで 活性化 され る
16)
. 本研究で は , 種々 の 病 態 にお け る ア ポ ト
ー シス の 共通経路 である カ ス バ ー ゼ フ ァ ミリ ー の なか で も特 に
神経系 に お い て 重要と考え られ る , カ ス バ
ー ゼ 1(IC E), カ ス
バ ー ゼ2[I C E/C E D-3 ホ モ ロ グー1 L(I C E/C E D-3 ho m ologu e-1L,
I C Htl L)】
17)
,
カ ス バ ー ゼ 3[シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ p32
(cystein pr oteas e p3 2, C P P 32)/ヤ マ (Ya m a)/ア ポ パ イ ン
(apopain)]
18 卜 20) の 発 現を逆転写 (r ev e rs etr a n sc ription , R T)-
P C R法, イ ム ノ ブ ロ ッ ト法, 免疫組織化学法を用い て 検討 した .
また , カ ス バ ー ゼ の 発現部位と腫瘍組織 に お ける アポ ト
ー シス
細胞 の 関係を評価す る た め , D N Aニ ッ ク 末端標識法 を用 い て
腫瘍細胞中の ア ポ ト ー シス 細胞を同定 した .
材料 お よび方法
Ⅰ. 組織標本
金沢大学医学部附属病院月齢中経外科 お よ び 関連施設 に て外科
的切除 され た 13例 の 星細胞系神経膠腫を対象 と した . 病理組
織学的分類 は, W H Oの 脳腫瘍分類(1993)
1) に従 っ た . 内訳は
星細胞腫 Oo w gr ade a str o cytom a, wn 0脳腫瘍悪性度分類ⅠⅠ
度) 2例, 退形成星細胞腫 5例, 神経膠芽腫 6例 である ･ 対照
脳 と して は , て ん か ん 3例 にお ける側頭葉を用い た . い ずれ の
材料も標本採取後すみ や か に液体窒素 にて 凍結 し, ▲-130 ℃ に
て保存 して , R N A と蛋白の 抽出 に供 した . 免疫 組織化学用 に
は , 4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに て 標本を固定後 , パ ラ フ ィ ン
に包捜 した .
Ⅰ . 総 R N A の分離 と R T･P C R
組織標本 か ら の 総RN Aの 抽 出精製は , Cho m czyn ski ら
21) の
方法に 基づ い て , イ ソ ゲ ン (IS O G E N) (ニ ッ ポ ン ジ
ー ン
, 東京)
を用 い て行 っ た . R T P C R反応 は , R N A P C R キッ ト (Perkin
Elm er, Br an ch bu rg, U S A) を用 い た . すなわ ち , 0･6tlg の 総
R N A を鋳型 と し, ラ ン ダム ヘ キ サ マ ー を プ ラ イ マ ー と して 逆
転写酵素 に て cD N Aを合成 し た . 次 に各 m R N A に特異的な プ
ラ イ マ ー を用 い , Taq ポ リ メ ラ ー ゼ に て cD N A断片 の 増幅を
行 っ た . ヒ ト カ ス バ ー ゼ1の 塩 基配列 より , セ ン ス プ ラ イ マ
ー と し て 5
,
-G C A C A C G T CT rGC T C T C A T T A T C T G-3
'
(482-506),
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 5
'




た . ヒ ト カ ス バ
ー ゼ 2 の セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 5
'
-
G m C C T G C A C A C C G A G T C A C G-3
'
(74 2-763), ア ン チ セ ン ス
プ ライ マ ー と して 5
,
-G C G T G G T T C m C CA T T T G
′
IT G G T C A:




一C A G A G G G G A T C G T r Gm G A A G-3
'
(6 53-67 3), ア ン チ
セ ン ス プ ラ イ マ ー と して5
,
-G T r G C C A C C m C G G T T u C C-3
'
(938･958)
18) を使用 した . それ ぞ れ の プラ イ マ ー 合成 は グ ラ イ ナ
ー ジ ャ パ ン (東京) に依託 した . また , 内部 コ ン ト ロ ー ル に は
グリ セ ル ア)t/デ ヒ ト3, リ ン 酸脱水素酵素 (glyc e r aldehyde -3-
phosphatedehydrogen a se, G A P D H) を用い た . プ ライ マ
ー は 既
成品 βtr atage n e, hJolla,U S A)を使用 し, その 塩基配列 はセ ン
ス プライ マ ー が5,･C C A C C C ÅⅠ
､
G G CA 姐 IT C C A T G G C A-3
'
(212･




TCm G A C G G C A G G T C A G G T C C A C C-3
,
(7 87-811)
23) で あ っ た .
P C R反応 に は核酸増幅装置タ カ ラサ ー マ ル サ イ ク ラ ー Crakar a
T he r m alcycle r)480(宝酒造, 大津)を使用 した . 反応 は, 94℃
で3分間の 熱変成後, 9 4 ℃ で1分間, 6 0 ℃を1分間, 72℃で 1
分間の 3ス テ ッ プ を1 サ イ クル と し, 35回増幅 した . 増幅後の
P C R産物 は2 % アガ ロ ー ス ゲ ル に て電気泳動 し, エ ナ ジ ウ ム ブ
ロ マ イ ドに て 染色後 , 紫外線照射装置F A S- Ⅱ (束洋紡績, 大
阪)を用 い て検出 した .
Ⅱ . P C R産物 の塩基配列の解析
得 ら れ た カ ス バ ー ゼ 1 お よ びカ ス バ ー ゼ 3 の P C R産物 は,
P C R ダ イレ ク トシ ー ク エ ン ス 法24) を用い て 塩基配列 の 解析を
行 っ た . すな わ ち, R T P C R にて増幅 した D N A断片を直接鋳型
と し, 蛍光色素を用 い た ダイ タ ー ミ ネ ー タ
ー 法に より塩基配列
を決定 し た . ウ イ ザ ド P C R プレ プ ス D N A精製 シ ス テ ム
(W iz a rd P C RPr eps D N A Pu rific atio nSyste m) (Pr o m ega,
Madison , US A) を用 い て 精製 し た1 pgの P C R産物を鋳型 と し
て オ ー ト サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト (AutoCycle
Sequ e n cing Ki t) Phar m aCia Biote ch, M ilw a uke e, US A)を用い て
シ ー ク エ ン ス 反 応を行 い , オ ー ト シ ー ク エ ン サ ー (A L Fr ed
D N A Sequ e n c e r, Phar m a Cia Biote ch) に て解析 した . カ ス バ
ー
ゼ 1の P C R産物 に 対 す る シ ー ク エ ン ス プ ラ イ マ ー を 5
'
-








の P C R産 物 に 村 す る シ ー ク エ ン ス プ ラ イ マ ー を 5
'
-
C A GC m G T C G G C A T A C T G-3
,
(897-915)
18) と 設計 した . 反応
には 核酸増幅装置 タ カ ラサ ー マ ル サ イ ク ラ ー 480(宝酒造)を使
用 し , 95℃で 2分間の 変性 の 後 , 変性 95 ℃ 36秒, ア ニ
ー リ ン
グ50℃ 3 6秒, 伸長反応72℃ 84秒 の プ ロ グ ラム で 17 サイ ク ル
行 っ た 後, 変性9 5℃ 36秒 , 伸長反応7 2 ℃ 84秒の プロ グ ラ ム
で13 サ イ クル , 最後 に72℃ 10分間の 伸長反応を加えた反応を
行 っ た .
Ⅳ . イ ム ノ ブ ロ ッ ト
Towbin ら
2 5) の 方法 に従 い イ ム ノ ブ ロ ッ ト解析 を行 っ た . 標
本 を0.1 M リン 酸緩衝食塩水(pho sphate-bufEered salin e, P B S)
bH 7.4) 中で 超音波破砕器 にて 破砕 し, 上 宿 の み を採取後, 蛋
白定量キ ッ ト (Bio-Rad,Califor nia, U S A)を 使用 しBradford 法
2 6)
に より蛋白定量を行 っ た . 電気泳動 はLa e m mli
2 7) の S D S-P A GE
法 に より行 っ た . 14 %の S D Sを含ん だ ゲ ル を作成 し, 7.5p gの
蛋白を泳動後 , ア ク リ ル ア ミ ド上 に分離 さ れ た 蛋白をホ ラ イ ズ
プ ロ ッ ト A Et6675(ア ト ー , 東京)を用 い て , 30InA で 一 晩 ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 膜 (ア ト ー ) に転 写 した . ニ トロ セ ル ロ ー ス 膜を
20m M トリス 塩酸横衝液 bH 7.5), 500m M 塩化ナ トリ ウ ム ,
0.1 % ポ リ オ キ シエ チ レ ン(20)ソ ル ビタ ン モ ノ ラ ウ レ
ー ト (和光
純薬工業 , 東京) で洗浄 し, さ ら に1 %子 ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン
を含む2 0m M トリス 塩 酸緩衝液 bH 7.5) に室温 で8時間浸 し,
非特異的反応を阻止 した . ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜を 1次抗体 であ
る ヤ ギ 抗 ヒ ト カ ス バ ー ゼ 1 ポ リ クロ ー ナ ル 抗 体 (3 tlg/ml)
(Sa nta Cru ZIn c. , Califo rnia, U S A), マ ウ ス 抗 ヒ ト カ ス バ
ー ゼ2
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (1llg/ml) Crr a n sdu ctio nLabo r ato rie s,
b 裏n離O n, U S朗 , お よ び マ ウ ス 抗 ヒ トカ ス バ ー ゼ 3モ ノ ク ロ
~
ナ ル 抗体(111g/ml) 汀ran Sdu ctio nIAbo ratorie s) と2時間反応さ
せ た . その 後 , ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ダ
ー ゼ標 識 マ ウ ス 抗 ヤ ギ
IgG 抗体 , あ る い はヤ ギ抗 マ ウス IgG 抗体 と30分反応 させ , ア
ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ 基質 キ ッ ト(Ve cto rLabo r ato rie s,
Bu rling am e, US A)を使用 して発色 させ た .
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Ⅴ . 免疫組織化学
ス ライ ドガ ラ ス (シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ) (D A K O, Glo strup,
De n m ark) 上 に貼付 し た標本を, キ シ レ ンを用 い て脱 パ ラ フ ィ
ン した. P B S(pH 7.4) にて 洗浄後 , 0.01 M クエ ン 酸礎衝液 bH
6.0)申で 500 W, 3分間の マ イ ク ロ ウ エ
ー ブ処理 を7回線り返 し,
抗原性の 賦活化 を行 っ た . 0.3%過 酸化水素加 メ タ ノ ー ル で 内
因性ペ ル オキ シ ダ ー ゼを失括させ , P B S で洗浄 した 後, 非特異
的反応阻止の た め, 5 %ス キ ム ミ ル ク を2時間作用 させ た. 抗
ヒ トカ ス バ
ー ゼ 1抗体を抗体希釈用横衝液(D A K O) で300倍 に
希釈 し, 室温で 1時間反応 させ た. ビ オ チ ン標識抗 ヤ ギIgG と
反応させ た後, ア ピ ジ ン ･ ビ オテ ン ･ ペ ル オキ シ ダ ー ゼ複合体
(侮 cstain A B C kit, Vecto rI月bo ratorie s) を用い , 最後 に0.02%
過酸化水素加ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン(3-3'一diaminobe nzidin e, D AB)
にて 発色を行 っ た . 同様 の 方法に て , 抗 ヒ トカ ス バ ー ゼ3抗体
を抗体希釈用緩衝液 に て 500倍 に希釈 した後 , 室温 で 1 時間反
応さ せ た . ま た , カ ス バ ー ゼ2の 免疫染色に つ い て は , 0.01 M
ク エ ン酸横衝液 bH 2.4)を用い て抗原 の 胱活化を行 っ た後, 抗
体希釈用横衝液 にて 500倍 に希釈 し た抗 ヒ ト カス バ ー ゼ2抗 体
を室温で 1時間反応 させ た . カ ス バ ー ゼ 1 とカ ス バ ー ゼ 3の 陽
性コ ン トロ ー ル と して は リ ン パ 節を用 い , カ ス バ ー ゼ2の 陽性
コ ン トロ ー ル と して は 口蓋扁桃を用い た. ま た, 陰性 コ ン トロ
ー ル と して は 1次抗体を抜 い たも の と した.
Ⅵ . D N Aニ ッ ク末端標識法
6例 の 神経膠芽膿に お い て , 組織 内細胞死検出キ ッ ト (血 5肋
C ell de ath dete ctio nkit) (Bo ehringe rM an nheim , M an nheim ,
Ger m any) を便用 しD N Aニ ッ ク末端標識法
28)2 9) を行 っ た . キ
シ レ ン にて 脱 パ ラ フ ィ ン した標本を, 蒸留水で洗浄後, 10m M
トリ ス ク ロ ル 揺衝液 bH 7.4) に溶解 した20tlg/ml プロ テ ィ ナ
ー ゼ K (和光純薬工業) 溶液で37℃で2 0分反応 させ た. 次 に蒸
留水で洗浄後 , 2 %過酸化水素水で20分間処理 し, さ ら に蒸留
水で洗浄後 , タ ー ミ ナ ル ･ デ オ キ シ ヌ ク レ オチ ジ ル ･ ト ラ ン ス
フ エ ラ ー ゼ (te r min al de o xyn u cle otidyltra n sfe ra s e) と フ ル オ レ
セイ ン 標識d U T P を含 む 反応液を37℃ で 1 時間反応 させ た .
PB S で洗浄後, ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 標識 ヒ ツ ジ抗 フ ル オ レセ イ ン
抗体と37 ℃ で 20分反応 させ , 最後に D A B にて 発色 させ た .
成 績
I
. R T-P C R お よび塩基配列の解析
カ ス バ ー ゼ 1の cD N A は658塩基対の バ ン ドと して5例中2例
の 退形成星細胞膜 と6例中6例 の 神経膠芽腫 に検拍さ れ た . 対
照脳3例 , 星細胞腫2例 , 退形成星細胞腫5例中3例 に は検出 さ
れなか っ た . P C R ダイレ ク トシ ー ク エ ン ス 法 に よ る解析で は,
得られ たP C R産物は 正常 の カ ス バ ー ゼ 1cD N A であり , 変異や
欠損 は見 られ なか っ た . カ ス バ ー ゼ2の cD N A は 234塩基対 の
バ ン ドと して対照脳 と神経膠腫 の 全例 に検出さ れ た . カ ス バ ー
ゼ3の cD N A は306塩基対の バ ン ドと して 対照脳と神経膠腫 の
全例に検出さ れ た (図 1). P C R ダイレ ク ト シ ー ク エ ン ス 法 に よ
る解析で は , 得 られ たP CR産物 は正 常 の カ ス バ ー ゼ 3cD N Aで
あり, 変異や 欠損 は見 ら れな か っ た .
Ⅰ
. イ ム ノ ブロ ッ ト
カス バ ー セ1蛋白 は, 前駆体に相当する45 k Da の バ ン ドと し
て検出 され , 腫 瘍の 悪性度 と相関 して 発現量 が増加 して い た .
同様に , カ ス バ ー ゼ 3蛋白 は前駆体 に相当する32 k Da の バ ン ド
とし て検出さ れ , 腫 瘍 の 悪性度 と相関 して発現量 が増加 した .
カス バ ー ゼ2蛋白 は前駆体に相当する 48 k Da の バ ン ドと して 全
例 に発現を認め た が , 特 に対照脳と神経膠芽脛 にお い て 発現量
が増加 して い た (図2).
I L 免疫組織化学
正常 コ ン トロ ー ル と して カ ス バ ー ゼ 1蛋白 と カ ス バ ー ゼ3蛋
白は , 主 にリ ン パ節胚中心の リ ン パ 球の 細 胞質に, カス バ ー ゼ
2蛋白 は 口蓋扁桃 の 重層扁平上皮基底層細胞 の 細胞質に , それ
ぞ れ 陽性反応を認 め た. 対月別削こお い て は カス バ ー ゼ 1蛋白と
カ ス バ ー ゼ 3蛋白の 発現 は認 め ら れ なか っ た が, カ ス バ ー ゼ2
蛋白 は 多数 の 神経細胞の 細胞質 に陽性反応 が認め ら れた (図
3A). 神経膠腰 に お い て は , カ ス バ ー ゼ 1蛋白 は星細胞腫 で は
認め られ ず, 退形成星細胞脛5例中3例 , 神帝膠芽腫6例中6例
に陽性反応 が み ら れ た (図 3 B). カ ス バ ー ゼ 3賓白の 発現も,
星細胞腫 で は 認め られ ず, 退形成星細胞腫5例中5例 で は多数
の 血 管内皮細胞 と少数の 膿瘍細胞が (国 3 C), 神経膠芽腫6例
中6例 で は , 大部 分の 腫瘍瀾胞と 血 管内皮細胞 に陽性反応が み
ら れ た (図3 D). 腫瘍 細胞 に お ける発現部位 は細胞質, お よ び
核 で あ っ た . カ ス バ ー ゼ2蛋白は星細胞膿 と退形成星細胞腫 の
腫瘍浸潤域 の 一 部の 神経細胞 に陽性所見み ら れ た . さ ら に, 神
経膠芽腫 に お い て は, 大部分 の 壊死巣周囲の腫瘍胡胞が カス バ
ー ゼ2蛋白を過剰発現 して おり, 細胞 質お よ び核 に陽性所見が
み られ た(図 3 E).
Ⅳ . D N Aニ ッ ク末端標識法をもちい たア ポ ト ー シ ス 細胞の
同定
D N Aニ ッ ク 末端標識法に お ける 陽性細胞 は神経膠芽腫の 壊
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Fig.4. Apoptotic c ells (a rr o ws)ide ntified by D N Anicke nd
h beling m ethod inperin e c rotic ar ea ofgliobla sto m a･ × 100･
Fig. 3. Im m u n ohisto che mic al staining ofc a spas e
-1, -2, a nd -3
in c o ntr olbrain s and hu m an a Str O Cytic tu m o rs. (却In c o ntr ol
brain, C a SpaS e-2 im m u n o r e activitYis s e e ni the cytopla s m of
n e u ro n s. (B)Sc atte red gliobla sto m a cells ar eim m u n o re a ctiv e
fo r c a spas e
-1. (C)In a n apla stic a stro cyto m a, e ndotheli alc ells
a r eim m u n o r e a ctiv efo r c a spa s e-3. (D) A la rge n u mber of
gliobla sto m a c ells a nd e ndothelial cells a r ediffu s ely
im m u n o re activ eto c aspa s e-3.(E)M arkedim m u n or e a ctivityto
c aspa s e-2 in gliobla sto m a ce1s sur ro u nding perin e c rotic ar e a･
Im m u n o re a ctivityis s e enin cyto s ola nd n u cleioftu m o r cells■
(勾×100,(B)×25!(C)× 80,(D)× 25,(E)×2 5.
死巣 周囲 に主 に認 め ら れ , そ の 形態 は 核の 偏在, 縮小と い っ た
ア ポ ト ー シス に特徴的 な変化を伴 っ て い た (図4).
考 察
線虫 仇 β循∂祓 αみd 抽 gJ雛 乃5 の 発生 過程 の 異常 に お ける研究よ
り, アポ ト ー シ ス の 実行遺伝子であ る シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ
C E D→3 が同定 さ れ た . こ の C E D-3 と哺乳類で の I C E が ホモ ロ
ジ ー を有 し11)12), また , IC E を線維芽細胞 に強制発現 さ せ る こ
とで ア ポ ト ー シス を誘導 させ る こ と に 成功 し
1 3)
, 細 胞の ア ポ ト
ー シ ス の メ カ ニ ズ ム は 種を超えて保存 さ れ て い る こ と が 示唆さ
れ た . そ の 後 , I C E/C E D-3 と ホモ ロ ジ ー を有 す る 遺伝子が
次 々 に 同定 さ れ , 現在 まで に少なく とも10種類 が カ ス バ
ー ゼ
フ ァ ミ リ ー に属 して い る
15)
. 血 球系培養細胞や 上 皮系膿瘍培養
細胞な ど にお い て ア ポ ト ー シス を誘導 した 際, カス バ
ー ゼ 蛋白
の 活性化が起き, カ ス バ ー ゼ 黄白の抑制剤 に より ア ポ ト ー シス
が 回避 され る こ と よ り, 現在カス バ ー ゼ フ ァ ミリ ー は細胞死の
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中心的役割 を成す と考え られ て い る
1 4)30) L 32)
.
一 九 神経膠腫
培養細胞 にお ける シ ス プ ラ チ ン 誘導 で の アポ ト
ー シス の 際, カ




こ の こ と は , 細胞 に お い て ア ポ ト ー シス が 誘導さ れ る状
況下で は , い く つ か の カ ス バ
ー ゼ の 発現 が 調整さ れ て い る と 考
えられ る . しか しな が ら , そ の 研究 の 大部分が培養細胞 を用い
たもの で あり , 正常 お よ び 病的状態 で の 生体内で の 発現に つ い
ての 検討は, ほ と ん ど為 され て い ない の が 現状で ある
34)3 5)
ヒ ト正 常組織で は , カ ス バ ー ゼ1 m R N A は胸腺, 心臓 , 肺 ,
腎臓, 膵臓 , 腸乱 胎盤 な どの 組織 に発現 して い る が , 月削こお
い て は発硯 して い な い と 報告さ れ て い る
36)
.
→ 方 , カ ス バ ー ゼ
2 mR N A はヒ ト正 常脳 に発現する こ と を W 弧 g ら
17) が 報告 して
い る. さ ら に, マ ウ ス カ ス バ
ー ゼ フ ァ ミリ ー の カ ス バ ー ゼ2 ホ
モ ロ グ で ある ネ ッ ド ･ ツ ー (ne u r alpre e u rs o r c ell-e Xpre S Sed,
dev elopm e ntallydo wn- regulated ge ne2, Nedd2)m R N A は成体 マ
ウ ス 大脳皮質の 神経紳胞 に発現する と 報告 され て い る3 7). カ ス
バ ー ゼ3 蛋白に つ い て はⅠむaje w ska ら
:う4) が , 免疫組織化学法に
て発現 を検討 した結果, 皮膚 , 心臓 , 肝臓 , 胸腺 , 子宮 , 乳
腸管 に発現をみ と め た が , 腎臓, 肺, 脳 に お い て は 陽性所見は
認め られ なか っ た と報告 して い る. 今 回, 3例の 村照脳 に お け
る検討で は】 カ ス バ ー ゼ 1蛋白と カ ス バ ー ゼ3蛋白 は認 め ら れ
ず, カ ス バ ー ゼ2蛋白の みが 神経細胞 に発現 を認 め, 従 来の 報
告とほ ぼ 一 致す るもの で あ っ た .
神経膠腺 にお い て は, カ ス バ ー ゼ 1 m R N A と カス バ ー ゼ1蛋
白の 発現 は よく相関 し, 悪性度 と 共に 発現 が増加 した . 一 方 ,
カ ス バ ー ゼ 3 m R N A は神経膠腫仝例 に認め られ た が , カ ス バ ー
ゼ3蛋白は 悪性度と共 に発現量が増加 して い た . こ の 原 因と し
て は, イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 で 検出不能 な微量 の 蛋白 に対す る
mR N A に対 して , 増幅を繰り返 した た め と考え られ た . 他の 可
能性と して, 転写 か ら翻訳 へ の 過程 で の 調節機構が存在する の
かも しれな い . 免疫組織化学的検討で は , カ ス バ ー ゼ1蛋白は ,
神経膠芽腫 にお い て散在的に腫瘍細胞 が陽性反応を認め た の に
対し, カ ス バ ー ゼ 3蛋白 は壊死 巣 を 含む 殆 どの 腫瘍細胞 に陽性
反応を呈 した. ヒ ト正 常組織 で の 免疫染色で の 結果, カ ス バ ー
ゼ3蛋白は 短命 な細胞, 即ち細胞周期 に 入 る 細胞が 多い ほ ど過
剰発現が み ら れ る と報告 さ れ て い る . 神経膠芽腫 は手術摘出川寺
に は50 % 以 上の 腫瘍細胞 が細胞 死 を 起 こ し て お り , ま た ,
10% 以上の 細胞が 細胞周期 に入 っ て い る事よ り, 神経 膠芽腫 の
腫瘍細胞は比較的短命 な細胞群で ある た め カ ス バ ー ゼ 3蛋白 の
過剰発現が起きて い る と 考えら れ た
34):は卜 4(-)
カ ス バ ー ゼ 1蛋白お よ び カ ス バ ー ゼ 3蛋白 は , 正 常 ヒ ト脳 に
はわずか しか発現せず, 神経 捌 副こお い て は 殆 どが 前駆体 と し
て存在 し, ま た, 悪性度 と 共に そ の 党規量が増加 して い る . こ
の こ と は神経膠芽腫の 治療 に お い て , こ の カ ス バ ー ゼ 1蛋白 お
よ びカ ス バ ー ゼ 3蛋白を活性化 させ る こ と は , 有用 な ア プ ロ ー
チと 考えられ る. Ko ndo ら 33) や Yu ら 41) は, カス バ ー ゼ1を用
い た神経膠腫 の 治療法 の 可 能性 を報告 した . 一 方 , カ ス バ ー ゼ
3 は現在同定 され て い る カ ス バ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の 中で も, 最 も
ア ポ ト ー シ ス に影響 し, 貴 下流 に位置す る蛋白である と考えら
れ てい る
14)
. 抗癌剤や 抗Fas 抗体 と い っ た ア ポ ト ー シス 誘導因
子により カ ス バ ー ゼ3の 活性化が誘導 さ れ , ポ リA D P リボ ー ス
ポリ メ ラ ー ゼ や D N A依存性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ , ア ク チ ン な
どの 細胞維持 に働く蛋白質が分解 さ れ る こ と が 報告 さ れ て い
る 19)42)4 3)
. 本研 究 に お い て, R T-P C R法 に て 得 ら れ た産物 は,
い わ ゆ る 活性部位 と呼 ばれ る グ ル タ ミ ン ー ア ラ ニ ン ー シ ス テイ ン _
ア ル ギ ニ ン ー グリ シ ン と い うア ミ ノ 酸配列が保 た れ , 変異 な ど
が 認め られ な っ か っ た こ と , ま た, カ ス バ ー ゼ1蛋白 と異 なり
免疫組織化学法に お い て神経膠芽腫の 大部分の 膿瘍細胞 に カ ス
バ ー ゼ3蛋白の 発現が認め られ た こ とか ら , 今後 の 治療の 標的
と して , カ ス バ
ー ゼ 3蛋白を活性化 させ , 腫瘍細胞 に ア ポ ト ー
シ ス を誘導す る方法が有力で ある と考え られ た .
カ ス バ ー ゼ2蛋白 は, 特に 対照脳 と神経膠芽厳 にお い て 発現
量 が増加 し て い た もの の , 全例に 発現を認め た . 免疫組織化学
に お い て は , 星細胞腫 と退形成星細胞魔 の 残存神経細胞が 陽性
所見を呈 した . 肝 P C R法お よび イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 に て カ ス バ
ー ゼ2 が全例 に 認め られ た の は 主と して 残存神経細胞が カス バ
ー ゼ2を発現 して い た こ と に起因する と 考え られ た. 神経膠芽
艦 における カ ス バ ー ゼ2蛋白の 発現は , 壊死巣周囲の , い わゆ
る偽性柵状構造 bse udopalis ade) を形成 して い る腫瘍細胞 にお
い て の み 認め られ た . また , 同部位 に D N Aニ ッ ク 末端標識法
に よ る 陽性細胞を多数認め た こ とは , カ ス バ ー ゼ 2蛋白の 過剰
発現 と ア ポ ト ー シス , さ ら に壊死 巣形成 に極め て密接な関係が
ある こ と を示唆 し て い る と考え ら れ た . 同時 に, カ ス バ ー ゼ 3
蛋 白も, すべ て の 壊死 巣周囲の 腫瘍細胞 に認め られ た こ と より,
壊死 巣形成 の 機構と し てカ ス バ ー ゼ2蛋白お よ び カ ス バ ー ゼ 3
蛋 白の 過剰発現 が何 らか の 役割 を果た して い る の で はな い かと
考え られ た . カ ス バ ー ゼ2蛋白お よ び カ ス バ ー ゼ 3蛋白が 構成
す る ア ポ ト ー シス 誘導の 経路と して , カ ス バ ー ゼ 2蛋白の 過剰
発現 そ の もの が腰湯細胞 に ア ポ ト ー シ ス を引き起 こ す1 7), カス
バ ー ゼ2蛋白 の 過剰発現 お よ び 活性化 に より カ ス バ ー ゼ 3蛋白
の 活性化が起 こ り , ア ポ ト ー シ ス が 誘導 され る4 4), カ ス バ ー ゼ
2蛋白の 過剰発現 が カス バ ー ゼ 3蛋 白の 活性化 の 域値を~~Fげて
い る , と い う3 つ の 可能性 が考え られ る . い ずれ の 機構が 腫瘍
細胞 に ア ポ ト ー シ ス を引 き起 こ して い る の か は不明である が ,
本研究 に お け る免疫組織化学法の 結果で は , ア ポ ト ー シス に陥
っ た細胞 に お い て カ ス バ ー ゼ3蛋白に 対する陽性反応が認め ら
れ ず , カ ス バ ー ゼ2蛋白の 過剰発現 は壊 死巣周囲の 腫瘍細胞 に
お い て の み み られ , さら に
一 部 の ア ポ ト ー シ ス に 陥 っ た細胞に
も陽性所見が観察 され た . こ れ ら の 所 見より壊死巣周匝削こお い
て の み 見 ら れ た カ ス バ ー ゼ 2蛋白 の 過剰発現 と, カ ス バ ー ゼ 2
蛋白 の 過剰発現 に関与し た カ ス バ ー ゼ3蛋白の 活性化が壊死巣
形成 の 主要な因子と な っ て い るもの と 考え ら れ た.
本研 究で は , カ ス バ ー ゼ 1, カ ス バ ー ゼ2, お よ び カ ス バ ー
ゼ 3の 発現を 中心 に神経膠腫に お ける 組織学的悪性度, な ら び
に壊死 巣周囲にみ られ た ア ポ ト ー シス 発 生機構 と の 関係を検討
し た . しか しな が ら , こ の 3類の カ ス バ ー ゼ の み が ア ポ ト ー シ
ス の 経路を構成す る訳で は なく , 他 の カ ス バ ー ゼ フ ァ ミリ ー お
よ び ア ポ ト ー シ ス 抑制閃子に つ い て も, さ ら に検討が必要であ
る . 同時 に, 神経膠芽脛に お ける壊 死 巣形成 の 機構を解明する
た め に は, い かな る因子が カ ス バ ー ゼ の 発現を増加さ せ , 活性
化 させ るの か , さ ら なる研究が望ま れ る .
結 論
神経膠膿13例 (星細胞腫2例 , 退形成星細胞腫5例 , 神経膠
芽腫6例) に お ける カ ス バ ー ゼ 1, カ ス バ ー ゼ 2, カ ス バ ー ゼ3
の 発現 を 肝 PC R法, イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 , 免疫組織化学法 にて
検討 し, 以下 の 結論 を得 た.
1. カ ス バ ー ゼ1蛋白, カ ス バ ー ゼ 2蛋白, お よ び カ ス バ ー ゼ3
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蛋白の 発現 は神経膠魔 の 悪性度 と共 に増加 した .
2. 神経膠芽腫 に お ける大部分 の 膿瘍細胞 は , カ ス バ ー ゼ 3蛋
白を過剰発現 して い た .
3. 神経膠芽腫 に お ける壊死巣周囲の 腫瘍細胞 に カ ス バ ー ゼ 2
蛋白の 過剰発現 が認 め ら れ , ま た , 同部位 に D N Aニ ッ ク末端
標識法陽性細胞を多数認め た .
以上 の 結果 より , 神経 膠芽魔 の 組織学的特徴 で ある壊 死巣 の
形成 に は , カ ス バ ー ゼ 2蛋 白お よ びカ ス バ
ー ゼ 3黄白 の 過剰発
現 が関与す る ア ポ ト ー シ ス 誘導の 経路の 存在 が示唆さ れ た .
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A bstr act
Cystein eprote ases ofthe c aspase family[inte rleukin- 1P- COn V e rting en zym e(IC E)/cell de ath abn o r maト3(C E D-3)
family]have be e nimplicated as c ompon e nts of cell death pathw ay and have bee nr epo rt ed to be inv oIv ed in Fa s/A P O-1
(C D95), Che m othe rapeutic agents, a nd radiatio n-induced apoptosi . In this study, W e a S Se S Sed the e xpre s sio n of c a spase-1
(ICE), C aSPaS e-2(ICE /C E D-3 hom ologu e- 1 L, I C H-1 L), and c aspa se -3(CP P3 2/Ya ma/apopain)in 1 3case s ofprimary
a strocytic brain tum ors(tw o ca ses of low grade a strocytom as , fiv ec ase s of an aplas tic as trocytom as, a nd six c a s es of
glioblast om as)by re v e rs etran scriptio n-PCR, W este r nblot a n alysis, and im m unohist o che mistry･ In ad dit on , W e a S S e SS d
apoptosis by D N Anickp e nd labeling m e thod tosho w thegeographic relationshipbetw een nec ro sis a nd c a spa s e e xpr essio nin
hu m a nglioblasto m a s. Expre sion of c aspase -1 m R N Aw a sfo u nd in 6 0f 6 hu ma ngliobla sto ma sa nd 20f 5a n aplastic
as tr o cytom a s. Ca spas e-2 a nd -3 mR N Aexpre ssio nw a sfou nd in 3 0f 3 hu m an c o ntrol brain s(epilepticbr ain s)a nd in 130f 13
pn ma ry astro cytic brain tum o r s.In W es te rnblot an alysIS, C aSPaS e-1 a nd -3 w e re o vere xpre s s edin an aplastic a stro cyto m asand
glioblasto ma s, CO rrelating wi ththe m align an cy grade, While c a spase -2 e xpre s sion was markedlyin creased in gliobla stomas.
Im m u nohistochemic ale xamin ationsshow edthatim m u nor ea ctivltytO Ca SPaSe pI w asdete cted in sc att er ed tu mor c ellsin 3 0f 5
a napla stic a strocytom a sa nd 60f6glioblas t om a s･ Im m u n o re ac tivlty tO C a SPaS e-3 wa sdete cted in alarge n u mbe roftu m or
C ells in 6 0f6 glioblasto ma s, in cluding pe rine c r o tic a r ea s. Fu rthe r more, C aSPaSe- 2 im m un ore a c tiv lty W a Sdete cted in
glioblastom atu m or c ells su rr o u ndingfbciofnec ro si in which an a c cu m ulatio n ofgliom a c ells undergo l ng aPOPtOSisdetected
by D N Anick
- e nd labeling m ethod･ T hus, the frequ en cy ofc a spase-l, L2, a nd -3 0 V e r e XPre S Sion ap pe ar S tO COrr elate with the
m aligna n cy grade ofastrocyticbr ain tu m o rs. Fu rthe r m o re, Ca SPaS e
-2 a nd c a spa s e
-3 0V e reXPreSSion mayplay a nimporta ntrole
in thepathogene sis ofn e c r o sis, Which is o n e ofthe histologlC al ha11m a rksofglioblastom a･
